
(57)【要約】
【課題】 IL-10を高産生する細胞およびその製造方法を提供することを課題とする。
【解決手段】経口抗原により誘導されるＴ細胞を解析すべく、特定のＴ細胞受容体を発現
するトランスジェニックマウスに経口的に抗原を投与し、経口免疫寛容を誘導させた。経
口免疫寛容が誘導された状態のＴ細胞上に発現した CD44および CD62Lを測定したところ、 C
D44と CD62Lの発現量によって分離可能な 2つの細胞群、「 CD62Lh i g h / i n t CD44i n t群」およ
び「 CD62Ll o w CD44h i g h群」の存在が明らかになった。さらに、 2つの細胞群とコントロー
ルの未感作細胞における IL-10量を測定したところ、驚くべきことに CD62Ll o w CD44h i g h細
胞群のみで IL-10が極めて著しく産生されていることが明らかになった。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
IL-10を 高 産 生 す る 単 離 さ れ た 細 胞 。
【 請 求 項 ２ 】
細 胞 表 面 に CD44抗 原 が 発 現 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ 】
さ ら に 細 胞 表 面 に CD62Lが 発 現 さ れ て い る が 、 そ の 発 現 の 程 度 が CD62L l o w CD44 h i g h で あ る
、 請 求 項 ２ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 1乃 至 請 求 項 ３ に 記 載 の 細 胞 を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
細 胞 表 面 の CD62Lお よ び CD44を 指 標 と す る 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 分 離 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
抗 CD62L抗 体 お よ び 抗 CD44抗 体 を 含 む 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 分 離 す る た め の 分 離 用 シ
ス テ ム 。
【 請 求 項 ７ 】
CD62Lお よ び CD44を 指 標 と し て 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
抗 CD62L抗 体 お よ び 抗 CD44抗 体 を 含 む 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 測 定 す る た め の 測 定 シ ス
テ ム 。
【 請 求 項 ９ 】
特 定 の 抗 T細 胞 受 容 体 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ７ 記 載 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
特 定 の 抗 T細 胞 受 容 体 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 ８ 記 載 の 測 定 シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ １ 】
IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 の 生 産 方 法 で あ っ て 、 CD62Lお よ び CD44を 指 標 に 細 胞 を 分 離 す る 分
離 工 程 を 含 む 、 生 産 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
哺 乳 動 物 に 免 疫 寛 容 を 誘 導 し う る 物 質 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の IL-10
を 高 産 生 す る 細 胞 の 生 産 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 お よ び そ の 製 造 方 法 等 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 免 疫 系 は 、 生 体 に 外 部 か ら の 異 物 に よ る 侵 襲 が あ っ た 場 合 の 防 御 機 構 と し て 存 在 す る 。
細 菌 や ウ イ ル ス が 体 内 へ 侵 入 し よ う と す る と 、 生 体 は こ れ を 排 除 す べ く 免 疫 系 を 機 能 さ せ
る 。 し か し 、 経 口 的 に 摂 取 さ れ た 抗 原 に 対 し 免 疫 応 答 が 抑 制 さ れ る 状 態 、 す な わ ち 免 疫 寛
容 状 態 が 誘 導 さ れ る こ と が 知 ら れ て お り 、 「 経 口 免 疫 寛 容 」 と 呼 ば れ て い る 。 こ れ は 、 摂
取 し た 食 品 に 対 し 、 ア レ ル ギ ー 等 の 過 剰 反 応 が 起 こ る こ と を 防 ぐ た め の 調 節 機 構 と 考 え ら
れ て い る 。 経 口 免 疫 寛 容 が 成 立 し に く い 場 合 は 、 食 物 ア レ ル ギ ー を 発 生 し や す い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 経 口 免 疫 寛 容 の 成 立 に つ い て は 、 こ れ ま で に 、 clonal deletion、 anergy、 suppression
の 複 数 の 機 構 が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 （ Weiner,H.L. Oral tolerance: immune m
echanisms and treatment of autoimmune disease. Immunology Today, 18,335-343(1997
)） 。 suppressionで は 、 腸 管 免 疫 組 織 に お い て 抑 制 性 サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る 抑 制 制 御 T
細 胞 が 誘 導 さ れ 、 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 が 抑 え ら れ る 。 ま た 、 抗 原 が 経 口 的 に 投 与 さ れ た
場 合 、 そ の 抗 原 に 特 異 的 な CD4 + T細 胞 が 本 来 の 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き ず 、 不 応 答
状 態 に 陥 る の が anergyで あ る 。 clonal deletionは 、 抗 原 特 異 的 な CD4 + T細 胞 が ア ポ ト ー シ
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ス に よ り 消 失 す る 機 構 で あ る （ 上 野 川 修 一 ： 食 品 で 免 疫 の は た ら き を 高 め る － 食 品 ・ 栄 養
学 の 立 場 か ら － ， 食 と 免 疫 ， 学 会 セ ン タ ー 関 西 ， 37-80） 。 こ の よ う に 経 口 免 疫 寛 容 に お
い て は 、 CD4 + T細 胞 が 重 要 な 位 置 を 占 め て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 CD4 + T細 胞 は 、 免 疫 系 に お い て B細 胞 に よ る 抗 体 産 生 や 細 胞 傷 害 性 T細 胞 の 活 性 化 を 補 助
す る 等 、 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。 CD4 + T細 胞 は 、 造 血 幹 細 胞 が 骨 髄 か ら 胸 腺 に 移 行 し 、
胸 腺 に お い て サ イ ト カ イ ン の 刺 激 を 受 け て 、 各 種 T細 胞 に 分 化 す る こ と に よ っ て 産 生 さ れ
る 。 こ の と き T細 胞 の 分 化 段 階 に 応 じ て 、 種 々 の 表 面 分 子 の 発 現 が 変 化 す る こ と が 知 ら れ
て い る 。 胸 腺 に 移 行 し た ば か り で 抗 原 に よ る 感 作 を 受 け て い な い T細 胞 （ ナ イ ー ブ T細 胞 ）
は 、 細 胞 表 面 に CD62Lを 発 現 し て い る が CD44は 殆 ど 発 現 し て い な い 。 し か し 、 抗 原 に よ り
感 作 さ れ た エ フ ェ ク タ ー T細 胞 や メ モ リ ー T細 胞 は 、 CD44は 発 現 し て い る が CD62Lを ほ と ん
ど 発 現 し て い な い と の 知 見 が あ る （ Cell,Vol.76,241-251、 January 28,1994） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 抗 原 を 経 口 投 与 し た 経 口 免 疫 寛 容 に つ い て 上 述 の 機 構 の 存 在 が 知 ら れ て い る も の の 、 ど
の よ う に 誘 導 さ れ る か に つ い て 、 詳 細 な 報 告 は ほ と ん ど な い 。 経 口 免 疫 寛 容 に CD4 + T細 胞
が 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と は 公 知 で あ る が 、 経 口 抗 原 に よ り 誘 導 さ れ る CD4 + T細 胞
が 一 様 の 細 胞 群 か ら な る の か 、 複 数 の 細 胞 群 に よ り 成 る の か に つ い て も 不 明 で あ る 。 こ れ
ま で に 経 口 免 疫 寛 容 に 関 与 す る 免 疫 制 御 性 T細 胞 の 細 胞 群 と し て CD4 + CD25 + T細 胞 が 知 ら れ
て い る （ Int Immunol.2003 Apr;15(4):525-34） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 方 、 β ラ ク ト グ ロ ブ リ ン の 経 口 投 与 に よ っ て 免 疫 寛 容 を 起 こ し た マ ウ ス の パ イ エ ル 板
細 胞 が 、 IL-10を 分 泌 す る と の 報 告 が あ る （ Immunology 2001,103,458-464） 。 IL-10は 分
子 量 35～ 40kDの ホ モ ダ イ マ ー の 糖 タ ン パ ク で あ り 、 T細 胞 の 分 化 に 深 く 関 わ る サ イ ト カ イ
ン の 一 つ で あ る 。 IL-10は マ ウ ス で は Th2細 胞 、 樹 状 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 等 に よ り 、 ヒ ト
で は Th2細 胞 、 活 性 化 B細 胞 等 に よ っ て 産 生 さ れ 、 Th1細 胞 に よ る IFN-γ 等 の 産 生 を 抑 制 す
る （ サ イ ト カ イ ン ・ 増 殖 因 子 ， 羊 土 社 ， 34-35） 。 IL-10は 、 Th1サ イ ト カ イ ン 産 生 抑 制 能
を 有 す る こ と か ら 、 ア レ ル ギ ー 、 リ ウ マ チ や 多 発 性 硬 化 症 と い っ た 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 、
さ ら に は 臓 器 移 植 時 の 拒 絶 反 応 の 制 御 に 使 用 し う る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ Med Hypothes
e.2002 Dec;59(6):770-80,Gene Ther. 2003 Feb;10(3):213-8） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Weiner,H.L. Oral tolerance: immune mechanisms and treatment of a
utoimmune disease. Immunology Today, 18,335-343(1997)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 上 野 川 修 一 ： 食 品 で 免 疫 の は た ら き を 高 め る － 食 品 ・ 栄 養 学 の 立 場 か ら
－ ， 食 と 免 疫 ， 学 会 セ ン タ ー 関 西 ， 37-80
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Cell,Vol.76,241-251、 January 28,1994
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Int Immunol.2003 Apr;15(4):525-34
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Immunology 2001,103,458-464
【 非 特 許 文 献 ６ 】 サ イ ト カ イ ン ・ 増 殖 因 子 ， 羊 土 社 ， 34-35
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Med Hypothese.2002 Dec;59(6):770-80,Gene Ther. 2003 Feb;10(3):21
3-8
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は こ の よ う な 状 況 を 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 そ の 目 的 は IL-10を 高 産 生 す る
細 胞 お よ び そ の 製 造 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 経 口 抗 原 に よ り 誘 導 さ れ る Ｔ 細 胞 を 解 析 す べ く 、 特 定 の Ｔ 細 胞 受 容 体 を
発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 経 口 的 に 抗 原 を 投 与 し 、 経 口 免 疫 寛 容 を 誘 導 さ せ た
。 経 口 免 疫 寛 容 の 誘 導 を 確 認 し た 上 で 、 経 口 抗 原 に よ っ て 誘 導 さ れ た Ｔ 細 胞 に つ い て 、 そ
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の 表 面 分 子 を 指 標 と し て 解 析 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 指 標 と す る 表 面 分 子 と し て CD44お よ び
CD62Lに 着 目 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 ら が 、 経 口 免 疫 寛 容 が 誘 導 さ れ た 状 態 の Ｔ 細 胞 上 に 発 現 し た CD44お よ び CD62L
を 測 定 し た と こ ろ 、 CD44と CD62Lの 発 現 量 に よ っ て 分 離 可 能 な 2つ の 細 胞 群 、 す な わ ち 「 CD
62L h i g h / i n t CD44 i n t 群 」 お よ び 「 CD62L l o w CD44 h i g h 群 」 の 存 在 が 明 ら か に な っ た 。 特 に CD
62L l o w CD44 h i g h 群 は 、 免 疫 が 有 効 に 機 能 し て い る 状 態 で の 存 在 は こ れ ま で に も 報 告 が あ る
が 、 経 口 免 疫 寛 容 状 態 に お い て こ の よ う な 発 現 が 確 認 さ れ た の は 、 今 回 が 初 め て で あ る 。
こ の う ち CD62L l o w CD44 h i g h 群 は 、 コ ン ト ロ ー ル の 未 感 作 細 胞 CD62L h i g h CD44 l o w / i n t と 比 較
し て 、 発 現 し た CD62L量 が 減 少 、 CD44量 が 増 加 し て い る 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら が 2つ の 細 胞
群 と コ ン ト ロ ー ル の 未 感 作 細 胞 に お け る IL-10量 を 測 定 し た と こ ろ 、 CD62L h i g h / i n t CD44 i n
t 群 、 CD62L l o w CD44 h i g h 群 と も に 免 疫 応 答 が 低 下 し て い る に も か か わ ら ず 、 驚 く べ き こ と
に CD62L l o w CD44 h i g h 細 胞 群 の み で IL-10が 極 め て 著 し く 産 生 さ れ て い る こ と が 明 ら か に な
っ た 。 す な わ ち 本 発 明 者 ら は 、 CD62L l o w CD44 h i g h を 指 標 と し て 選 別 す る こ と に よ り IL-10
を 特 異 的 に 産 生 す る 細 胞 を 選 別 す る 方 法 を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。 本 発 明 は 、 よ り 具
体 的 に は 、
（ １ ） IL-10を 高 産 生 す る 単 離 さ れ た 細 胞 、
（ ２ ） 細 胞 表 面 に CD44抗 原 が 発 現 さ れ て い る 、 上 記 （ １ ） に 記 載 の 細 胞 、
（ ３ ） さ ら に 細 胞 表 面 に CD62Lが 発 現 さ れ て い る が 、 そ の 発 現 の 程 度 が CD62L l o w CD44 h i g h

で あ る 、 上 記 （ ２ ） に 記 載 の 細 胞 、
（ ４ ） 上 記 （ １ ） 乃 至 上 記 （ ３ ） に 記 載 の 細 胞 を 含 む 、 組 成 物 、
（ ５ ） 細 胞 表 面 の CD62Lお よ び CD44を 指 標 と す る 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 分 離 す る 方 法
、
（ ６ ） 抗 CD62L抗 体 お よ び 抗 CD44抗 体 を 含 む 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 分 離 す る た め の 分
離 用 シ ス テ ム 、
（ ７ ） CD62Lお よ び CD44を 指 標 と し て 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 測 定 す る 方 法 、
（ ８ ） 抗 CD62L抗 体 お よ び 抗 CD44抗 体 を 含 む 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 測 定 す る た め の 測
定 シ ス テ ム 、
（ ９ ） 特 定 の 抗 T細 胞 受 容 体 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 上 記 （ ７ ） 記 載 の 測 定 方 法 、
（ １ ０ ） 特 定 の 抗 T細 胞 受 容 体 抗 体 を 含 む 、 上 記 （ ８ ） 記 載 の 測 定 シ ス テ ム 、
（ １ １ ） IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 の 生 産 方 法 で あ っ て 、 CD62Lお よ び CD44を 指 標 に 細 胞 を 分
離 す る 分 離 工 程 を 含 む 、 生 産 方 法 、
（ １ ２ ） 哺 乳 動 物 に 免 疫 寛 容 を 誘 導 し う る 物 質 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 上 記 （ １ １ ） に 記
載 の IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 の 生 産 方 法 、
を 提 供 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 IL-10を 高 発 現 す る 細 胞 の 効 率 的 な 分 離 ま た は 製 造 が 可 能 に な る こ と か ら 、 本 発 明 の 分
離 ま た は 製 造 方 法 は 免 疫 系 の 解 明 に 有 効 な 手 段 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 得 ら れ た 細 胞 は 、 IL
-10が 免 疫 抑 制 機 能 を 有 す る こ と か ら 、 ア レ ル ギ ー 等 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 応 用 し 得
る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 IL-10を 高 産 生 す る 単 離 さ れ た 細 胞 を 提 供 す る 。 従 来 技 術 に お い て 単 離 さ れ
た 抑 制 制 御 T細 胞 の IL-10産 生 量 は 低 か っ た と の 報 告 が あ る （ Int Immunol.2003 Apr;15(4)
:525-34） 。 本 発 明 に お け る IL-10を 高 産 生 す る 単 離 さ れ た 細 胞 と は 、 内 在 の IL-10を 高 産
生 す る 単 離 さ れ た 細 胞 を い い 、 外 来 の IL-10遺 伝 子 に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た IL-10を 高 産 生
す る 細 胞 は 本 発 明 と 異 な る 。 IL-10を 高 発 現 す る 細 胞 で あ れ ば 由 来 を 問 わ ず 本 願 発 明 に 包
含 さ れ る が 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 の 脾 臓 、 胸 腺 、 パ イ エ ル 板 な ど の 免 疫 系 組 織 に 由 来 す る
細 胞 で あ る 。 さ ら に 具 体 的 に 例 示 す る な ら ば 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 と し て T細 胞 、 よ り
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具 体 的 に は CD4 + T細 胞 を 挙 げ る こ と が で き る 。 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 は 、 後 述 の 分 離 方 法
に よ っ て 哺 乳 動 物 由 来 組 織 か ら 得 る ほ か 、 得 ら れ た 細 胞 を 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 細 胞 培 養
に よ り 得 る こ と も で き る 。 造 血 幹 細 胞 な ど の 未 分 化 の 細 胞 を 適 当 な 刺 激 因 子 に よ り in vit
roで 分 化 さ せ て 得 て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 細 胞 が IL-10を 高 産 生 し て い る か に つ い て は 、 例 え ば 実 施 例 の よ う に 、 細 胞 培 養 上 清 中
に 含 ま れ る 細 胞 外 に 分 泌 さ れ た IL-10量 を 、 抗 IL-10抗 体 を 用 い て ELISA法 等 の 当 業 者 に 周
知 の 抗 体 測 定 法 に よ っ て 測 定 す る こ と で 、 判 断 す る こ と が で き る 。 ま た 、 細 胞 内 に 蓄 積 さ
れ た IL-10を 蛍 光 標 識 抗 体 で 染 色 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 測 定 す る こ と に よ っ て 、 細
胞 が IL-10を 高 発 現 す る か ど う か を 判 断 す る こ と も 可 能 で あ る 。 用 い る 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で も ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 IL-10が Th1サ イ ト カ イ ン 産 生 抑 制 能 を 有 す る こ と か ら 、 本 発 明 の 細 胞 は 、 ア レ ル ギ ー 、
自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 、 さ ら に は 臓 器 移 植 時 の 拒 絶 反 応 の 制 御 に 応 用 し て も よ い 。 例 え ば 、
ア レ ル ギ ー の 治 療 に お い て ア レ ル ゲ ン が 特 定 さ れ て い る 場 合 は 、 該 ア レ ル ゲ ン を マ ウ ス 等
の 哺 乳 動 物 に 経 口 投 与 す る こ と に よ っ て 免 疫 寛 容 を 誘 導 し 、 該 ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な IL-1
0高 発 現 細 胞 を 取 得 し 、 自 家 移 植 、 他 家 移 植 ま た は 適 切 な 投 与 経 路 に よ っ て 患 者 に 投 与 す
る こ と に よ り 、 特 定 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る ア レ ル ギ ー 反 応 を 防 ぐ こ と も 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 に CD44が 発 現 さ れ て い る 、 IL-10を 高 産 生 す る 単 離 さ れ た 細 胞 を 提
供 す る 。 CD44は 、 様 々 な 細 胞 タ イ プ （ 血 液 細 胞 、 繊 維 芽 細 胞 、 上 皮 細 胞 、 腫 瘍 細 胞 な ど ）
で 発 現 し て い る 細 胞 接 着 機 能 を も つ 膜 貫 通 型 糖 タ ン パ ク 質 で 、 細 胞 同 士 、 細 胞 と 細 胞 外 基
質 の 相 互 作 用 を 媒 介 す る 接 着 分 子 と し て 機 能 す る 。 こ れ ま で に 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 等 に
よ り 多 数 の ア イ ソ フ ォ ー ム の 存 在 が 報 告 さ れ て い る 。 細 胞 に 発 現 し て い る CD44は 、 IL-10
を 高 産 生 す る 単 離 さ れ た 細 胞 に 発 現 し て い る CD44で あ る 限 り 、 ど の ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る
か は 問 わ な い 。 CD44の 発 現 は 、 蛍 光 標 識 抗 CD44抗 体 で 染 色 し て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ
る 測 定 で 確 認 で き る 。 ま た ELISA法 等 の 当 業 者 に 周 知 の 抗 体 測 定 法 に よ っ て 測 定 す る こ と
で 、 判 断 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 に CD62Lお よ び CD44が 発 現 さ れ 、 そ の 発 現 の 程 度 が CD62L l o w CD44 h i g
h で あ る 、 IL-10を 高 産 生 す る 単 離 さ れ た 細 胞 を 提 供 す る 。 CD62Lは 、 L-セ レ ク チ ン 、 LAM-1
 (leukocyte adhesion molecule-1)、 LECAM-1(leukocyte-endothelial cell adhesion mo
lecule-1)、 MEL-14抗 原  (gp90mel)な ど の 別 名 を 持 つ 、 細 胞 膜 を 1回 貫 通 し 、 N末 端 が 細 胞
外 、 C末 端 が 細 胞 内 に あ る I型 膜 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 一 般 的 に マ ウ ス で は 、 大 部 分 の 胸 腺
細 胞 、 分 裂 可 能 な 前 駆 細 胞 及 び B細 胞 、 T細 胞 を 含 む 末 梢 リ ン パ 球 、 好 中 球 、 単 球 、 好 酸 球
で 発 現 し て い る 。 CD62Lの 発 現 は 、 抗 CD62L抗 体 を 用 い て 、 CD44と 同 様 に 測 定 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 か ら 得 る こ と が で き 、 好 ま し く は 免 疫 寛 容 状 態 の 動 物 か ら 得
る こ と が で き る 。 特 に 経 口 免 疫 寛 容 が 誘 導 さ れ て い る 哺 乳 動 物 の 免 疫 細 胞 、 例 え ば マ ウ ス
T細 胞 か ら は 、 効 率 よ く 得 る こ と が で き る 。 CD62Lお よ び CD44の 発 現 程 度 が CD62L l o w CD44 h i
g h で あ る 細 胞 を 取 得 す る に は 、 脾 臓 組 織 等 に 存 在 す る 種 々 の 細 胞 の 、 好 ま し く は T細 胞 の
、 細 胞 表 面 に 発 現 し て い る CD62Lお よ び CD44を 測 定 す る 。 す な わ ち 、 抗 CD62L抗 体 、 抗 CD44
抗 体 を 用 い 、 CD62Lお よ び CD44の 発 現 量 に 対 す る 細 胞 数 の 分 布 関 係 に つ い て 解 析 を 行 う 。
解 析 す る 細 胞 が T細 胞 で あ れ ば 、 CD62Lお よ び CD44の 発 現 量 に 対 す る 細 胞 数 の 分 布 で は 、 CD
62L発 現 量 が 高 度 ま た は 中 程 度 で あ り か つ CD44発 現 量 が 低 度 で あ る 細 胞 群 と 、 CD62L発 現 量
が 低 度 で あ り か つ CD44発 現 量 が 中 程 度 ま た は 高 度 で あ る 細 胞 群 と に 分 か れ る 。 こ の と き の
「 CD62L発 現 量 が 低 度 で あ り か つ CD44発 現 量 が 中 程 度 ま た は 高 度 で あ る 細 胞 群 」 は 、 IL-10
を 高 産 生 し 、 本 発 明 に お け る 「 発 現 の 程 度 が CD62L l o w CD44 h i g h で あ る 細 胞 」 に あ た る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 ま た 、 CD44や CD62Lの 他 に も 多 く の 細 胞 表 面 分 子 の 存 在 が 知 ら れ て い る が 、 CD62Lお よ び
CD44の 発 現 程 度 が CD62L l o w CD44 h i g h で あ る 細 胞 で あ れ ば 、 一 ま た は 複 数 の 他 の 細 胞 表 面 分
子 が 同 時 に 発 現 し て い て も よ い 。 例 え ば CD4が 発 現 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 上 記 細 胞 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 に よ る 組 成 物 は 、 免 疫 機 構
の 解 明 に 用 い る こ と が で き る ほ か に 、 例 え ば 医 薬 品 と し て 用 い る こ と が で き る 。 上 記 細 胞
に お い て 高 産 生 さ れ る IL-10が Th1サ イ ト カ イ ン 産 生 抑 制 能 を 有 す る こ と か ら 、 上 記 細 胞 を
含 む 組 成 物 は 、 ア レ ル ギ ー 、 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 用 医 薬 品 、 さ ら に は 臓 器 移 植
時 の 拒 絶 反 応 防 止 用 の 医 薬 品 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ の よ う な 上 記 細 胞 を 製 剤 化 し て 医 薬 品 と す る 場 合 に は 、 治 療 目 的 や 投 与 経 路 等 に 応 じ
て 剤 形 を 選 択 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 錠 剤 、 丸 剤 、 散 剤 、 液 剤 、 懸 濁 剤 、 乳 剤 、 顆 粒 剤
、 カ プ セ ル 剤 、 注 射 剤 、 坐 剤 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 製 剤 化 の た め に 、 必 要 に 応 じ て 充 填 剤
、 増 量 剤 、 結 合 剤 、 保 湿 剤 、 崩 壊 剤 、 界 面 活 性 剤 、 滑 沢 剤 等 の 希 釈 剤 あ る い は 賦 形 剤 を 用
い る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の 医 薬 製 剤 中 に 着 色 剤 、 保 存 剤 、 香 料 、 風 味 剤 、 甘 味 剤 等 や
他 の 医 薬 品 を 医 薬 製 剤 中 に 含 有 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 の CD62Lお よ び CD44を 指 標 と す る 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 分
離 す る 方 法 お よ び そ の 分 離 シ ス テ ム を 提 供 す る 。 上 述 の と お り 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞
は 細 胞 表 面 分 子 の 発 現 が CD62L l o w CD44 h i g h で あ る 特 徴 を 有 す る た め 、 こ れ ら 細 胞 表 面 分 子
を 指 標 と す る こ と に よ り 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 分 離 す る こ と が で き る 。 CD62Lお よ び
CD44を 指 標 と し て 分 離 す る 限 り 、 CD62Lに よ る 分 離 と CD44に よ る 分 離 と が 同 時 で あ っ て も
別 々 で あ っ て も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 分 離 は 、 上 記 表 面 分 子 に 対 す る 抗 体 を 用 い て セ ル ソ ー
タ ー や 磁 気 細 胞 分 離 シ ス テ ム （ MACS） 等 の 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で お こ な う こ と が で き る 。
抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も 使 用 可 能 で あ る 。 分
離 を よ り 効 率 的 に す る た め に 、 免 疫 組 織 細 胞 な ど か ら T細 胞 ま た は CD4 + T細 胞 を 調 製 し た 上
で 、 抗 CD62L抗 体 と CD44抗 体 を 用 い た 分 離 を 行 っ て も よ い 。 T細 胞 ま た は CD4 + T細 胞 の 調 製
は 、 磁 気 細 胞 分 離 シ ス テ ム 、 セ ル ソ ー タ ー 、 ナ イ ロ ン ウ ー ル カ ラ ム 法 な ど の 当 業 者 に よ っ
て 周 知 の 方 法 に よ っ て 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 CD62Lお よ び CD44を 指 標 と し て 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 測 定 す る 方 法 お よ
び そ の 測 定 用 シ ス テ ム を 提 供 す る 。 上 記 分 離 方 法 は 、 測 定 方 法 に 応 用 す る こ と が で き る 。
す な わ ち 、 抗 CD62L抗 体 お よ び 抗 CD44抗 体 を 同 時 ま た は 別 々 に 用 い る こ と に よ り 、 測 定 試
料 中 に 含 ま れ る IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 、 例 え ば 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 測 定
す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 測 定 を 行 う 前 に 、 測 定 試 料 を 例 え ば 抗 CD4 + 抗
体 で 前 処 理 す る こ と も 可 能 で あ る 。 上 記 測 定 用 シ ス テ ム と し て は 、 抗 CD62L抗 体 と 抗 CD44
抗 体 と を 含 む 試 薬 、 診 断 薬 、 抗 体 固 定 化 チ ッ プ ま た は 、 こ れ ら の キ ッ ト な ど が 例 と し て 挙
げ ら れ る 。 さ ら に 特 定 の 抗 原 に よ っ て 感 作 さ れ た 哺 乳 動 物 の 抗 T細 胞 受 容 体 抗 体 と 接 触 さ
せ る こ と に よ り 、 該 特 定 抗 原 に よ っ て 誘 導 さ れ た IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 の み を 測 定 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 抗 CD62L抗 体 お よ び 抗 CD44抗 体 の ほ か に 特 定 の 抗 原 に よ っ て 感 作 さ れ
た 哺 乳 動 物 の 抗 T細 胞 受 容 体 抗 体 を 含 ん だ 診 断 薬 は 、 該 特 定 抗 原 に よ る ア レ ル ギ ー の 診 断
や 治 療 効 果 の モ ニ タ リ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 分 離 方 法 を 利 用 し た IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 の 生 産 方 法 を 提 供 す る 。 例
え ば 、 哺 乳 動 物 の 免 疫 系 細 胞 （ 脾 臓 、 胸 腺 、 パ イ エ ル 板 な ど ） に 由 来 す る 細 胞 を 該 動 物 か
ら 直 接 採 取 あ る い は 培 養 し 、 こ の 細 胞 を 上 記 分 離 方 法 に 従 っ て 、 CD62L l o w CD44 h i g h を 指 標
に 細 胞 を 分 離 す る こ と に よ り 、 IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 を 生 産 す る こ と が で き る 。 ま た 、
本 発 明 の IL-10高 産 生 細 胞 は 、 免 疫 寛 容 状 態 の 哺 乳 動 物 か ら 見 出 さ れ た こ と か ら 、 本 生 産
方 法 に 用 い る 哺 乳 動 物 に お い て 予 め 免 疫 寛 容 を 誘 導 さ せ て お く こ と に よ り 、 IL-10を 高 産
生 す る 細 胞 の 生 産 を 効 率 的 に す る こ と が で き る 。 本 方 法 に よ り 生 産 さ れ た IL-10高 産 生 細
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胞 は 、 そ の ま ま 研 究 用 試 薬 、 医 薬 品 の 原 料 あ る い は IL-10の 生 産 材 料 な ど と し て も 用 い て
も よ く 、 ま た 、 得 ら れ た 細 胞 か ら 細 胞 株 を 樹 立 し た 後 、 上 記 目 的 に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 哺 乳 動 物 に 特 定 抗 原 に よ っ て 免 疫 寛 容 を 誘 導 し た 後 、 免 疫 寛 容 が 誘 導 さ れ た 哺 乳 動 物 か
ら CD62Lお よ び CD44を 指 標 に 細 胞 を 分 離 す る 方 法 で 製 造 さ れ た 細 胞 は 、 該 特 定 抗 原 の 認 識
部 位 を 備 え た IL-10を 高 産 生 す る 細 胞 で あ る 。 そ の た め こ う し て 生 産 さ れ た 細 胞 は 、 該 特
定 抗 原 に よ る ア レ ル ギ ー 治 療 薬 ま た は 細 胞 移 植 用 細 胞 と し て 使 用 し う る 。 哺 乳 動 物 に 免 疫
寛 容 を 誘 導 す る 一 つ の 態 様 は 、 抗 原 を 哺 乳 動 物 に 経 口 投 与 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 経 口 免 疫 寛 容 の 誘 導 の 確 認 は 、 抗 原 を 投 与 さ れ た 動 物 の CD4 + T細 胞 に よ る IL-2産 生 量 を
一 つ の 指 標 と し て 判 断 す る こ と が で き る 。 ま た 、 [ 3 H]-メ チ ル チ ミ ジ ン を 含 む 培 養 液 で CD4
+ T細 胞 を 培 養 し 、 培 養 中 に 取 り 込 ま れ た [ 3 H]-チ ミ ジ ン の 量 を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー で 測 定 す る こ と も 一 つ の 指 標 と な る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ［ 実 施 例 １ ］ 材 料 の 調 製
マ ウ ス ：
　 オ バ ル ブ ミ ン （ OVA） 特 異 的 な T細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー （ TCR） を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス （ DO11.10） は 、 Washington University School of Medicine（ St. Louis, MO
） の D.Y.Loh博 士 ら に よ っ て 樹 立 さ れ た 。 そ の 子 孫 を 慶 応 大 学 医 学 部 の 石 川 博 通 教 授 に よ
り 供 与 さ れ た 。 BALB/cマ ウ ス は 日 本 ク レ ア （ 東 京 ） よ り 購 入 し た 。 こ れ ら の マ ウ ス は 滅 菌
し た 脱 イ オ ン 水 と γ 線 照 射 飼 料 CE-2（ 日 本 ク レ ア ） に よ り 維 持 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
抗 原 の 経 口 投 与 ：
　 OVAは 生 化 学 工 業 （ 東 京 ） よ り 購 入 し た 。 OVAを 滅 菌 水 に 100 mg/mlに な る よ う に 縣 濁 し
た も の を マ ウ ス に 7日 間 自 由 摂 取 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
培 地 ：
　 RPMI1640（ 日 水 製 薬 、 東 京 ） に 100 U/mlの ペ ニ シ リ ン （ 明 治 製 菓 、 東 京 ） 、 100 mg/ml
の ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 萬 有 製 薬 、 東 京 ） 、 5 x 10 - 5  Mの 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ 東 京
化 成 工 業 、 東 京 ） 、 2%炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム （ 和 光 純 薬 工 業 、 大 阪 ） 、 0.03%グ ル タ ミ ン （
和 光 純 薬 工 業 ） を 加 え た も の を 使 用 し た （ 以 下 、 こ の 培 地 を RPMIと 略 す ） 。 ま た 細 胞 培 養
に は こ の RPMIに 牛 胎 仔 血 清 （ fetal calf serum: FCS、 Sigma, St Louis, MO） を 最 終 濃 度
が 10%に な る よ う に 添 加 し た も の を 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
CD4 + T細 胞 の 調 製 ：
　 無 処 理 あ る い は OVA経 口 摂 取 DO11.10マ ウ ス の 脾 臓 を 摘 出 し 、 脾 臓 細 胞 縣 濁 液 を 得 た 。 CD
4 + T細 胞 の 分 離 は 抗 CD4磁 気 マ イ ク ロ ビ ー ズ （ Miltenyi Biotech, Bergisch Gradbach, Ger
many） を 用 い た 磁 気 細 胞 分 離 シ ス テ ム （ magnetic cell sorting; MACS） に よ り 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
抗 原 提 示 細 胞 の 調 製 ：
　 抗 原 提 示 細 胞 に は BALB/cマ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を 用 い た 。 す な わ ち BALB/cマ ウ ス の 脾 臓 を 摘
出 し 、 脾 臓 細 胞 縣 濁 液 を 得 た 。 そ の 後 マ イ ト マ イ シ ン C（ Sigma, St. Louis, MO） 処 理 す
る こ と に よ り 、 増 殖 能 を 失 わ せ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
細 胞 表 面 分 子 の 発 現 解 析 ：
　 CD4 + T細 胞 を FACS緩 衝 液 （ 1%FCS、 0.1 %ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム （ 和 光 純 薬 工 業 ） を 含 む PBS）
で 洗 浄 後 、 FACS緩 衝 液 で 希 釈 し た ビ オ チ ン 化 抗 CD62Lモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） を 添 加 し
、 4℃ で 20分 間 静 置 し た 。 ビ オ チ ン 化 抗 CD62L mAbは 、 ハ イ ブ リ ド ー マ MEL14を 腹 水 化 し 、 P
rotein Gカ ラ ム に て 精 製 し た も の を ビ オ チ ン 化 し た 。 FACS緩 衝 液 で 2回 洗 浄 し た 後 、 ス ト
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レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 Cychrome（ BD PharMingen, San Diego, CA） 、 抗 CD44 mAb（ BD PharM
ingen） 、 FITC標 識 抗 ク ロ ノ タ イ プ KJ1.26 mAb、 APC標 識 抗 CD4 mAb（ BD PharMingen） を 添
加 し 、 4℃ で 20分 間 静 置 し た 。 FITC標 識 抗 ク ロ ノ タ イ プ KJ1.26は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ KJ1.26 
mAbを 腹 水 化 し 、 ProteinGカ ラ ム に て 精 製 し た も の を FITC化 し た 。 FACS緩 衝 液 で 1回 洗 浄 し
た 後 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い て 解 析 を 行 っ た 。 細 胞 表 面 分 子 の 発 現 解 析 に は BD LSR
（ BD Bioscience, Mountain View, CA） を 使 用 し 、 CD4 + KJ1.26 + T細 胞 の CD44お よ び  CD62L
の 発 現 パ タ ー ン を 解 析 し た 。 CD44お よ び CD62Lの 発 現 量 に 基 づ い た 細 胞 分 離 に は 、 蛍 光 セ
ル ソ ー タ ー で あ る FACS Vantage（ BD Bioscience） を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
細 胞 培 養 ：
　 DO11.10由 来 CD4 + T細 胞 （ 1 x 10 5  cells/well） を 抗 原 提 示 細 胞 （ 3 x 10 5  cell/well）
、 様 々 な 濃 度 の OVA323-339と と も に 96-welllプ レ ー ト （ BD Labware, Franklin Lakes, NJ
） に 分 注 し 、 37℃ 、 5%二 酸 化 炭 素 下 で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
サ イ ト カ イ ン 産 生 試 験 ：
　 前 述 の 方 法 で CD4 + T細 胞 を 培 養 し 、 24時 間 後 あ る い は 72時 間 後 に 培 養 上 清 を 回 収 し た 。 2
4時 間 後 の 培 養 上 清 中 に 含 ま れ る IL-2量 を 、 72時 間 後 の 培 養 上 清 中 に 含 ま れ る IL-10量 を サ
ン ド イ ッ チ 酵 素 免 疫 測 定 法 （ enzyme-linked immuneosorbent assay; ELISA） に よ り 測 定
し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 IL-10の 測 定 に は OptEIATM Mouse IL-10 Set (BD PharMingen)を 用 い 、 付 属 の プ ロ ト コ
ー ル に 従 っ て 測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 IL-2の 測 定 は 次 の よ う に 行 っ た 。 す な わ ち 96ウ ェ ル の ポ リ ス チ レ ン 製 マ イ ク ロ タ イ タ ー
プ レ ー ト （ Nunc、 Roskilde、 Denmark） に 、 抗 IL-2 mAb（ JES6-1A12、 BD PharMingen） を 0
.5μ g/mlに な る よ う に 0.1Mリ ン 酸 水 素 二 ナ ト リ ウ ム （ pH9.0） に 溶 解 し 、 1ウ ェ ル あ た り 50
μ l加 え て 、 4℃ で 一 晩 静 置 し 、 プ レ ー ト に 吸 着 さ せ た 。 各 ウ ェ ル を 0.05% tween-20（ 和 光
純 薬 工 業 ） を 含 む PBS（ PBS-T） で 洗 浄 後 、 1%BSAを 含 む PBSを 1ウ ェ ル あ た り 100μ l加 え て
室 温 で 2時 間 静 置 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 PBS-Tで 洗 浄 後 、 1%BSAお よ び 0.05% tween-2
0を 含 む PBS（ 1%BSA/PBS-T） で 適 切 な 濃 度 に 希 釈 し た 培 養 上 清 お よ び 標 準 濃 度 溶 液 を 1ウ ェ
ル あ た り 50μ l加 え 、 4℃ で 一 晩 静 置 し た 。 PBS-Tで 洗 浄 後 、 1%BSA/PBS-Tで 0.25μ g/mlに 希
釈 し た ビ オ チ ン 標 識 抗 IL-2 mAb（ JES6-5H4、 BD PharMingen） を 1ウ ェ ル あ た り 50μ l加 え
、 室 温 で 2時 間 静 置 し た 。 PBS-Tで 洗 浄 後 、 1%BSA/PBS-Tで 1000倍 に 希 釈 し た ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン 結 合 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ （ Zymed、 South San Francisco, CA） を 1ウ ェ ル あ
た り 50μ l加 え 、 室 温 で 1時 間 静 置 し た 。 PBS-Tで 洗 浄 後 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 二 ナ ト
リ ウ ム （ 東 京 化 成 工 業 ） を 1mg/mlに な る よ う に ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン -塩 酸 緩 衝 液 （ pH 8.9
） に 溶 解 し た も の を 1ウ ェ ル あ た り 50μ l加 え て 発 色 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー mode
l 450（ Bio-Rad, Hercules, CA） を 用 い て 405nmの 吸 光 値 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
増 殖 試 験 ：
　 前 述 の 方 法 で CD4 + T細 胞 を 培 養 し 、 72時 間 後 に  [ 3 H]-メ チ ル チ ミ ジ ン （ ICN Pharmaceuti
cals, Costa Mesa, CA） を 1ウ ェ ル あ た り 18.5kBqと な る よ う に 添 加 し た 。 24時 間 後 に セ ル
ハ ー ベ ス タ ー （ SKATRON Instrumental, Norway） を 用 い て 細 胞 を フ ィ ル タ ー （ PerkinElme
r Life Science, Boston, MA） 上 に 回 収 し た 。 取 り 込 ま れ た [ 3 H]-チ ミ ジ ン を β -カ ウ ン タ
（ PerkinElmer Life Science） に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ［ 実 施 例 ２ ］ OVAの 経 口 投 与 に よ る 経 口 免 疫 寛 容 の 誘 導
　 OVAの 323-339残 基 領 域 に 特 異 的 な T細 胞 レ セ プ タ ー （ TCR） を 発 現 す る DO11.10マ ウ ス に O
VA含 有 水 を 摂 取 さ せ た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 滅 菌 水 を 摂 取 さ せ た 。 7日 後 に DO11.10マ ウ ス
を 解 剖 し 、 脾 臓 CD4 + T細 胞 を 調 製 し 、 抗 原 提 示 細 胞 の 存 在 下 OVA323-339で 刺 激 し た （ 図 1）
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。 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て OVA経 口 投 与 群 の CD4 + T細 胞 は 、 OVA323-339刺 激 で 誘 導 さ れ る
増 殖 応 答 、 IL-2産 生 が 低 下 し て い た こ と か ら 、 OVAの 経 口 摂 取 に よ り 経 口 免 疫 寛 容 が 誘 導
さ れ た こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ［ 実 施 例 ３ ］ OVA経 口 投 与 に よ り 誘 導 さ れ た T細 胞 の 解 析
　 抗 原 に 未 感 作 な T細 胞 （ ナ イ ー ブ T細 胞 ） は CD62Lを 高 発 現 （ CD62L h i g h ） 、 CD44を 低 発 現
（ CD44 l o w ） す る の に 対 し 、 一 度 抗 原 で 活 性 化 を 受 け た T細 胞 （ メ モ リ ー T細 胞 や エ フ ェ ク
タ ー T細 胞 ） は CD62Lを 低 発 現 （ CD62L l o w ） 、 CD44を 高 発 現 （ CD44 h i g h ） す る こ と が 知 ら れ
て い る 。 DO11.10マ ウ ス に OVAを 経 口 投 与 す る こ と で 経 口 免 疫 寛 容 を 誘 導 し た 際 に 、 CD62L
と CD44の 発 現 量 が ど の よ う に 変 化 す る の か に つ い て 解 析 し た （ 図 2） 。 コ ン ト ロ ー ル 群 の
脾 臓 CD4 + KJ1.26 + T細 胞 の 大 部 分 が CD62L h i g h CD44 l o w / i n t T細 胞 だ っ た の に 対 し 、 OVA経 口 投
与 群 の 脾 臓 CD4 + KJ1.26 + T細 胞 は CD62L h i g h / i n t CD44 i n t T細 胞 と CD62L l o w CD44 h i g h T細 胞 か ら
構 成 さ れ て い た （ 図 2、 図 3） 。 こ れ よ り OVAの 経 口 投 与 で 誘 導 さ れ る T細 胞 は 、 CD62Lと CD4
4の 発 現 パ タ ー ン か ら 少 な く と も 二 つ の T細 胞 に 分 類 さ れ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た OVA323-339特 異 的 T細 胞 （ KJ1.26 + T細 胞 ） の 頻 度 を 調 べ た と こ ろ （ 図 2） 、 コ ン ト ロ
ー ル 群 と 比 べ て OVA経 口 投 与 群 で は KJ1.26 + T細 胞 の 割 合 が 減 少 し て い た こ と か ら 、 OVAの 経
口 投 与 に よ り OVA特 異 的 T細 胞 に 細 胞 死 が 誘 導 さ れ た 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 ま た OVA経 口 投
与 群 の CD62L h i g h / i n t CD44 i n t T細 胞 と CD62L l o w CD44 h i g h T細 胞 で は 含 ま れ る KJ1.26 + T細 胞 の
割 合 が ほ ぼ 同 じ で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ［ 実 施 例 ４ ］ OVA経 口 投 与 に よ り 誘 導 さ れ た T細 胞 群 の IL-10産 生
　 OVAの 経 口 投 与 で 誘 導 さ れ る T細 胞 は CD62L h i g h / i n t CD44 i n t T細 胞 と CD62L l o w CD44 h i g h T細
胞 か ら 構 成 さ れ て い た こ と か ら 、 こ れ ら 二 つ の 細 胞 群 で 機 能 が 異 な る 可 能 性 が 考 え ら れ た
。 そ こ で OVA経 口 投 与 群 の 脾 臓 KJ1.26 + T細 胞 を CD62L h i g h / i n t CD44 i n t T細 胞 と CD62L l o w CD44
h i g h T細 胞 に 蛍 光 セ ル ソ ー タ ー を 用 い て 分 離 し た （ 図 4） 。 同 時 に コ ン ト ロ ー ル 群 の 脾 臓 KJ
1.26 + CD62L h i g h CD44 l o w T細 胞 も 分 離 し た 。 こ れ ら T細 胞 を 抗 原 提 示 細 胞 の 存 在 下 OVA323-33
9で 刺 激 し 、 増 殖 応 答 と サ イ ト カ イ ン 産 生 を 解 析 し た （ 図 5） 。 OVA経 口 投 与 群 の CD62L h i g h
/ i n t CD44 i n t T細 胞 と CD62L l o w CD44 h i g h T細 胞 は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 の CD62L h i g h CD44 l o w T細 胞
と 比 較 し て 増 殖 応 答 と IL-2産 生 が 低 下 し て い た 。 ま た 両 細 胞 間 で 応 答 低 下 の 程 度 に ほ ぼ 差
は 認 め ら れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 免 疫 抑 制 性 の サ イ ト カ イ ン で あ る IL-10の 産 生 を 測
定 し た と こ ろ 、 OVA経 口 投 与 群 の CD62L l o w CD44 h i g h T細 胞 で の み 強 い IL-10産 生 が 認 め ら れ
、 CD62L h i g h / i n t CD44 i n t T細 胞 か ら の IL-10産 生 は 非 常 に 弱 い も の で あ っ た 。 特 に 、 OVA１
μ Mで 培 養 し た と き の CD62L l o w CD44 h i g h 細 胞 群 の IL-10産 生 量 は 、 他 の 群 の 約 20倍 で あ っ た
。 以 上 よ り 、 経 口 抗 原 に よ っ て 誘 導 さ れ る CD62L h i g h / i n t CD44 i n t T細 胞 と CD62L l o w CD44 h i g
h T細 胞 は ど ち ら も 低 応 答 化 T細 胞 で あ る が 、 CD62L l o w CD44 h i g h T細 胞 は IL-10高 産 生 性 の 調
節 性 T細 胞 と し て の 機 能 を 有 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ １ 】
【 図 １ 】 OVA経 口 投 与 に よ り 経 口 免 疫 寛 容 が 誘 導 さ れ て い る こ と を 示 す 図 で あ る 。 コ ン ト
ロ ー ル 群 と 比 較 し て OVA群 は 増 殖 応 答 (a)お よ び IL-2産 生 能 (b)の 低 下 が み ら れ る 。
【 図 ２ 】 経 口 抗 原 に 誘 導 さ れ る 抗 原 特 異 的 T細 胞 の 表 面 分 子 発 現 パ タ ー ン を 示 す 図 で あ る
。
【 図 ３ 】 経 口 抗 原 に よ り 誘 導 さ れ て い る 抗 原 特 異 的 T細 胞 の CD62Lの 発 現 パ タ ー ン を 示 す 図
で あ る 。 (a)コ ン ト ロ ー ル 群 、 (b)OVA経 口 投 与 群 。
【 図 ４ 】 表 面 分 子 発 現 の 違 い に 基 づ き 、 セ ル ソ ー タ ー に よ っ て 細 胞 を 分 離 し た こ と を 示 す
図 で あ る 。
【 図 ５ 】 セ ル ソ ー タ ー 分 離 後 の 各 細 胞 群 の 増 殖 応 答 と サ イ ト カ イ ン 産 生 量 を 示 す 図 で あ る
。 ２ つ の OVA投 与 群 は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て い ず れ も 免 疫 応 答 が 低 下 し て い る が 、 I
L-10に つ い て は 、 CD62L l o w CD44 h i g h T細 胞 群 の み が 著 し く 高 度 に 産 生 す る 。 (a)増 殖 応 答 、
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(b)IL-2産 生 、 (c)IL-10産 生 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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